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1) Title: PROCESS FOR THE SYNTHESIS OF CATIONIC SURFACTANTS OBTAINED FROM THE CONDENSATION OF FATTY 
ACIDS WITH ESTERIFIED DIBASIC AMINOACIDS, AND THEIR APPLICATION AS ANTIMICROBIAL AGENTS 

(54) Tftulo: PROCEDIMIENTO PARA LA SINTESIS DE TENSIOACTIVOS CATIONICOS DERIVADOS DE LA CONDENSACION 
DE ACIDOS GRASOS CON AMTNOACIDOS DIBASICOS ESTER IFICADOS Y SU APLICACION COMO AGENTES 
ANTTMICROBIANOS 

(57) Abstract 

The process comprises a first step of esterification of an aminoacid and is characterized by a second step of condensation of a fatty 
acid chloride with an esterified amino acid derivative. It relates to the synthesis of surfactant compounds of the cationic type comprised of 
natural dibasic aminoacids (and any of their homologies) which have been conveniently modified in order to obtain products for specific 
?£ h " , mUm r° b ; a i W^V™"^- N "n <°™ "talysts and reaction means are used and a final product free of imparities 
is obtained. The cost is reduced due to the utilization of more economical raw materials and less complex installations. 

(57) Resumen 

El procedimiento comprende una primera etapa de esterificaciOn de un aminoAcido y se caracteriza por el hecho de que en una segunda 
etapa tiene lugar la condensation de un cloruro de fcido graso con un derivado de aminoacido esterificado. Se refiere a la sfntesis de 
compuestos tensioactivos de tipo catidnico constituidos por aminoScidos dibasicos naturales (y cualquiera de sus homdlogos) modificados 
convementemente con el objeto de conseguir productos con aplicaciones espeefficas como agentes antimicrobianos (biocidas) Se utilizan 
medios de reaccidn y catalizadores no tdxicos y se obtiene un producto final exento de impurezas. El coste es reducido debido a la utilizacidn 
de pnmeras materias ■*—■ ' : — - ■— = *- -■ 
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PROCEDIMIENTO PARA LA SINTESIS DE TENSIOACTIVOS CATIONICOS 
DERIVADOS DE LA CONDENSACION DE ACIDOS GRASOS CON 
AMINOACIDOS DIBASICOS ESTERIFICADOS 
Y SU APLICACION COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS 

La presente invencidn se refiere a un nuevo 
procedimiento de obtencion de productos tensioactivos 
cationicos, cuya parte hidrofila esta constituida por un 
aminoacido dibasico esterificado y su parte hidrofoba con- 
siste en un acido graso unido al grupo a-amino del 
aminoacido a traves de un enlace amida. 



ANTECEDENTES DE LA INVENCION 
La aplicacion de compuestos tensioactivos catio- 
15 nicos como agentes antimicrobianos ha sido extensamente 
estudiada. 

Como antecedentes de la presente solicitud de 
patente pueden citarse las siguientes patentes: JP 
7416005; JP 7505350; JP 723571; JP 7783942; JP73118516; JP 
20 8153280; GB 1352420, y, US 3985722. 

Existen antecedentes de aplicacion de compuestos 
de naturaleza seme j ante en campos tales como cosmetica 
(ver patente GB 1352420), dentifricos (JP 51023571) y 
acondicionadores del cabello (GB 2140297). 
25 En las patentes EP 320 976 y GB 1352420 se des- 

cribe la sintesis de compuestos seme j antes a los obLenidos 
en el procedimiento de la invencion (tales como sales de 
pirrolidin carboxilato) . El procedimiento de sintesis se 
realiza siguiendo un orden y unas condiciones de reaccion 
3 0 determinados : condensacion del acido graso sobre el ami- 
noacido en un medio organo-acuoso, posterior esteri- 
ficacion del N-acil-aminoacido con el alcohol correspon- 
diente saturado con acido clorhidrico y final formacion de 
sal con pirrolidin carboxilato. 
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En la patente US 3985722 el reactivo acilante es 
una mezcla del acido graso y anhidrido sulfurico, reali- 
zandose la reaccion en presencia de trietanolamina . 

En la patente ES 512643 la preparacion de los 

5 compuestos objeto de la presente solicitud comprende una 
primera etapa de esterif icacion y una segunda etapa de 
condensation de un derivado de aminoacido esterificado con 
un acido graso, utilizando directamente el acido graso sin 
derivatizar y empleando diciclohexilcarbodiimida como 

10 agente de condensaci6n. 

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

Es objeto de la presente invencion preparar con 
buen rendimiento y pureza, tensioactivos cationicos 
15 derivados de aminoacidos dibasicos, a partir de materias 
primas y catalizadores no toxicos, minimizandose el coste 
energetico y obteniendose un producto final libre de im- 
purezas, con aplicaciones especificas como agentes an- 
timicrobianos . 

20 La presente invencion esta relacionada con la 

preparacion de moleculas que responden a la formula: 



coo R 2 

25 / 

R 3 - (CH a )„ - CH X- 

\ 

NH Ri 

3 0 donde: 

X" : puede ser : Br", Cl~, HSO*- 



Ra : es una cadena alquilica lineal de un acido o 
3 5 hidroxiacido graso saturado de 8 a 14 atomos de carbono, 



WO 96/21642 



PCT/ES95/00027 



3 

unido al grupo a-amino del aminoacido a traves de un en- 
lace amidico. 

R 2 : puede ser un resto alquilico lineal o ramificado de 
5 1 a 12 atomos de carbono o aromatico. 

R 3 : puede ser 

- NH 3 

10 

- NH 

- C = CH 

I I 
NH NH 

variar n desde 0 hasta 4 
Los materiales de partida utilizados pueden ser: 

- aminoacidos de calidad tecnica. 

- cloruros de acidos grasos de calidad tecnica. 

- agua desionizada. 

- sosa y acido clorhidrico de calidad tecnica. 
El procedimiento a que se refiere esta patente 

consta basicamente de dos etapas. 

la.- Esterif icacion del grupo carboxilico del a- 
aminoacido con alcoholes Ci - Ci 2 , lineales, ramificados o 
3 0 aromaticos, utilizando como reactivo cloruro de tionilo, y 
aprovechando el calor de reaccion para llevarlo a cabo. 

2a.- Condensacion de la cadena alquilica lineal 
de acido graso C a -C a<l al grupo a-amino a partir del 
cloruro de acido correspondiente en un medio acuoso al- 
35 calino. 



< 

^N 



pudiendo 

20 
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En la etapa de esterif icacion del acido carbo- 
xilico de un a-aminoacido se puede utilizar cualquier 
aminoacido comercial, siendo de preferencia los amino- 
acidos dibasicos, en particular la L(+) arginina. 

5 La segunda etapa de condensacion del cloruro de 

acido graso o del hidroxiacido con el ester del aminoacido 
se efectua en un medio acuoso alcalino sin necesidad de la 
utilizacion de ningun solvente organico. Dicha conden- 
sacion se lleva a cabo a un pH alcalino, con preferecnia 

10 a un pH comprendido entre 8 y 10. 

El pH alcalino se consigue por adicion al medio 
acuoso de un hidroxido de metal alcalino, pref eriblemente 
sodio o potasio. 

Una vez efectuada la condensacion se recupera el 

15 producto mediante centrifugacion del producto precipitado 
despues de ajustar el medio a un pH practicamente neutro, 
pref eriblemente a un pH comprendido entre 6 y 7, por 
adicion de un acido inorganic© , pref eriblemente acido 
clorhidrico. 

20 Preferentemente, en el procedimiento de la in- 

vencion la esterif icacion del aminoacido con alcoholes CI 
- C12 , en particular etanol, tiene lugar anadiendo cloruro 
de tionilo sobre una suspension de arginina en alcohol 
preparada a temperatura ambiente. 

25 El procedimiento de la invencion difiere de los 

procedimientos anteriores tanto en la etapa de esterifi- 
cacion como en la etapa de condensacion. 

En la etapa de estrif icacion se utilizan los 
mismos reactivos y el mismo catalizador que en la patente 

30 ES 512643, pero la secuencia de la reaccion es distinta. 
No se mezclan simultaneamente los reactivos (arginina y 
etanol) con el catalizador (cloruro de tionilo) smo que 
se anade el catalizador posteriormente a los reactivos. De 
este modo, la reaccion de la invencion es exotermica, con 

35 lo cual se aprovecha el calor desprendido con el cor- 
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respondiente ahorro energetico durante esta fase del 
proceso. 

En la etapa de condensacion los componentes son 
distintos. Asi, por ejemplo, en la patente ES 512643 se 
utili2an DMF (dimetiformamida) , diciclohexilcarbodimida y 
un acido graso, mientras que en la invencion se utilizan 
agua, sosa y un cloruro de acido graso. Se trata, pues, de 
una condensacion del cloruro de acido graso en medio 
acuoso, separandose el clorhidrato del derivado correspon- 
1 diente. 

Por lo tanto, el procedimiento de la invencion 
es sustancialmente distinto de los procedimientos an- 
teriores en cuanto a las materias primas y catalizadores 
no t6xicos utilizados y la exencion de impurezas en los 
productos finales obtenidos, caracteristica diferencial 
muy importante en cuanto elimina las interf erencias que 
dichas impurezas pueden producir en la aplicacion final 
como agentes antimicrobianos . Debido a las materias 
utilizadas el costo del procedimiento tambien resulta 
menor y las instalaciones mas simples. 

La presente invencion se refiere tambien a la 
aplicacion de los productos obtenidos por el procedimiento 
citado como agentes antimicrobianos (biocidas). 

Los productos descritos carecen de efectos irri- 
tantes dermicos y de actividad ulcerogenica gastrica sig- 
nificativa, no son mutagenicos (segun test de Ames) a las 
dosis habituales de u*o en sus campos de aplicacion y 
presentan valores de DL so por via oral superiores a 2000 
mg/kg. (La DL so es una forma de expresar la toxicidad de 
cualquier producto y se define como la dosis minima, ex- 
presada en mg de producto ensayado por kg del animal ex- 
perimentado, que produce la muerte del 50% de los animales 
objeto del ensayo) . 

Los productos descritos son capaces de formar 
agregados supramoleculares de tipo micelas, cristales 
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liquidos, emulsiones y microemulsiones en sistemas 
binarios, ternarios, cuaternarios , cuya tecnologia es 
aplicable a muchos campos industriales tales como la 
cosmetica, la dermof armacia o la alimentacion. 

5 

EJEMPLOS 

A continuacion se detallan varios ejemplos: 
Uno de obtencion y cuatro de aplicacion: dos en 
la industria carnica y dos en la cosmetica. 

1 0 

Describiremos el proceso de obtencion a escala 
de laboratorio de un producto concreto: el monoclorhidrato 
de la lauramida del ester etilico de la L (+) Arginina. 
15 Como se ha mencionado en la memoria el proceso 

consta de dos etapas. 

PR^MEPA ETAPA 

Preparacion del diclorhidrato del ester etUico 

20 de la l (JJ Aroinina. 

En un reactor de vidrio de 2 litros de capacidad 
con tapa de cinco bocas y provisto de agitacion mecanica, 
condensador de reflujo, entrada de nitrogeno gas, embudo 
de adicion y termometro, se suspende 1 equivalente de L 

25 (+) Arginina clorhidrato en 200 ml. de alcohol etilico 
basicamente exento de agua, a temperatura ambiente, y se 
conecta la agitacion. 

Acto seguido se anade gota a gota, y durante un 
periodo de dos horas, 1,3 equivalente de cloruro de 

30 tionilo, manteniendo el reflujo por calefaccion. Cuando la 
mezcla llegue a la temperatura de ebullicion se agita 
durante tres horas mas, finalizadas la cuales se elimina 
el disolvente evaporandolo a presion reducida repetidas 
veces, con previas adiciones de etanol seco. 
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SEGUNDA ETAPA 

EESBSEaslgfl — del monoclprhidrato dp la lauramida 

del #ster etmco d g ^a k + ) Arginina. 

Se disuelve en agua el crudo de la reaccion an- 
5 terior, se neutraliza con hidroxido sodico acuoso, y pos- 
teriormente se lleva a pH 8-10 en el cual se mantiene 
durante el resto de la reaccion, mientras que se afiaden, 
gota a gota, 1,1 equivalente de cloruro de lauroilo, man- 
teniendo la temperatura de la mezcla por debajo de 20°C 
10 por medio del adecuado bano refrigerante con etilenglicol . 

Finalizada la adicion se mantiene la agitacion 
durante dos horas mas, ajustando finalmente el pH a 
valores 6-7 con acido clorhidrico. Finalmente se filtra 
el crudo de reaccion, obteniendose un solido bianco de 
1 5 aspecto nacarado, de riqueza 80 - 85 P/P sobre el producto 
inicialmente esperado. 

EJEMPLO II 

20 Describiremos la aplicacion del producto ob- 

tenido segun el proceso descrito en el ejemplo I, como 
conservante en la industria carnica, concretamente de 
jamon cocido. 

Con la finalidad de evaluar la actividad an- 

25 timicrobiana del producto obtenido segun el proceso 
descrito en el ejemplo I, se ha efectuado un ensayo a es- 
cala industrial en una planta de fabricacion de jamon 
cocido, segun se explica seguidamente : 

En un deposito de 100 1 que contiene la salmuera 

3 0 de inyeccion para los jamones se adiciona el producto 
(monoclorhidrato de la lauramida del ester etilico de la 
L(+) arginina) en una cantidad tal que resulte una dosis 
de 2g de producto por lOOOg de jamon tratado. 

Siguiendo los metodos industriales habituales se 
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inyectan los jamones con dicha salmuera, se procede al 
masaje durante 48 horas con bombos al vacio y a una pos- 
terior coccion (a 69°C en el corazon de la pieza), tras lo 
cual se procede a su envasado. A partir de aqui se hace un 

5 estudio microbiologic© durante cuatro meses, periodo 
durante el cual las piezas se han sometido a condiciones 
extremas de almacenaje. 

La evaluacion de la eficacia del producto como 
conservador de los jamones (por su efecto antimicrobiano ) 

10 se ha llevado a cabo a traves de ensayos microbiologics 
determinandose el nivel de contaminacion microbiana (en 
concreto bacteriana, en este caso) presente en las piezas. 

El metodo de determinacion es el de contaje de 
viales en placa determinandose bacterias aerobias 

15 mesofilas totales, enterobactereaceas y microbiota 
heterolactica . 

Los resultados obtenidos al cuarto mes son los 
siguientes : 

UFC/ q 

20 S ,C CP. 

Aerobias mesofilas totales 2 -10 s 1,5-10 3 

Enterobactereaceas 3,5-10 3 ausencia 

Heterolacticas 1 -10* ausencia 

25 (los resultados se expresan en unidades for- 

madoras de colonias (VFC) (bacterias) por gramo) 

La columna marcada S.C corresponds a producto 
sin conservante; a la marcada CP. se le ha anadido el 
producto objeto del ejemplo a la dosis descrita. 

30 De los resultados obtenidos se desprende 

claramente la eficacia del producto que rebaja 
notablemente el nivel del primer microorganismc citado 
(hasta niveles tolerables para una no putrefaccion del 
lamon) y los elimina totalmente en los otros dos casos . 
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EJEMPLO TIT 

Este ejemplo consiste en la repeticion del an- 
terior ensayo inyectando los jamones con salmuera con- 
teniendo el producto objeto del ejemplo II (columna CP.) 
3 y, a titulo de comparacion, en otro grupo de jamones, con 
salmuera conteniendo un conservante quimico tradicional a 
base de sorbato potasico y p-hidroxibenzoato de propilo 
(columna CT) . 

Los resultados obtenidos son los siguientes: 
0 UFC/8 

C.T. CP. 

Aerobias mesofilas totales i- io 3 ausencia 

Enterobacterejiceas ausencia ausencia 

Heterolacticas ausencia ausencia 

5 

de donde se desprende una mejor eficacia del producto 
propuesto sobre el conservante quimico tradicional 
utilizado como referenda. Ello abunda sobre la bondad del 
producto propuesto dadas ademas sus caracteristicas de 
3 inocuidad. 

Notese que el valor absoluto de los contajes 
puede variar de un ensayo a otro debiendo tenerse en 
cuenta las tendencias. 
EJEMPLO IV 

> Describiremos la aplicacion del producto en la 

industria cosmetica, concretamente su uso como conservante 
en la preparacion de un champu. 

Se prepara, a nivel de laboratorio, una cantidad 
(5Kg) de champu, siguiendo una formulacion clasica, ex- 
presada en % p/p: 

Lauril sulfato sodico al 25% 30% 
Dietanolamida laurica 5% 
Conservante (el mismo de los e j . I y II) 0,04 - 0,05% 
Agua desionizada hasta 100% 
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(no se incluye perfume ni colorante pues no inciden en el 
proceso de conservacion) . 

Se prepara otra cantidad analoga de champu con 
la misma formula pero sin conservantes para utilizarlo 

5 como referencia. 

La actividad antimicrobiana de ambos se deter- 
mina mediante una adaptacion del test de "challenge" en el 
que se disponen muestras de ambos champus afiadiendoles a 
todas ellas un inoculo combinado de levaduras, bacterias y 

10 hongos de las siguientes especies y cepas : 

Escherichia ooli (atcc nQ 9027) 

Stephvloco ccus aureus ( ATCC nQ 8739) 
Psendomonas aureoainosa (ATCC n° 9077) 
15 Candida albicans (ATCC nS 10231) 
Aspergillus niaer (ATCC nS 16404) 

El test consiste en contaminar una cierta can- 
tidad del champu de las mencionadas muestras inoculandolas 

20 con varios microorganismos conocidos y ver su evolucion a 
un tiempo y temperatura determinados (37°C en n/caso). 

En nuestro caso los contajes en placa se 
efectuan a diversos tiempos de incubacion, dando los 
resultados detallados a continuacion , de los que se deduce 

25 claramente (por el descenso del numero de colonias) la 
efectividad del producto en el champu comparandolo con el 
de referencia que no lleva el producto. 
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COIOHIAS/ GRAKO fORKOLACIOH 

tiikfo de u ihcobacion la inoculacion 

5 KD1STRA o horas 24 boras 3 dias 7 dias 

■IB Hyl m HyL HTB HyL HTB Hyl 

Referenda 

(sin conservantes) 3-10' 2-10* 3-10' HO' 3-10' 5-10* HO* <10 

1 0 Con (Mi del producto ob- 

jcto del ejeiplo 3*10* 2-10' < 10 <10 (10 <10 <10 <10 



donde HTB = nuiero total de bacterias 
HyL = nuiero de bongos y levaduras 
1 5 COLOKIAS/ 5RAI 

TI1MPO DE 1A IHCUBACICK 2a 



KUESTRA o boras 24 boras 3 dias 7 dias 

2 0 HTB HyL KTB HyL HTB HyL HTB HyL 
Referenda 

(sin conservantes] 5-10' 3-10* 5 • 10 7 5- 10* 7-10' 4-10 1 7-10' MO 1 
Con 0,41 del producto ob- 

25 jeto del ejeiplo 5 - 10' 3-10' 4-10* W0 Z <10 <1C <10 <1C 



EJEMPLO V 

30 

En estfc ejemplo, se efectua un ensayo de su 
eficacia como conservante en un desodorante que se 
presenta en aerosol y cuya forraulacion expresada en % p/p 
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es como sigue: 



1,2 propilenglicol 1% 
Etanol 40% 

Conservante (el mismo de los ej . anteriores) 0,4 - 0,5% 
Agua desionizada hasta 100% 



(no se incluye perfume pues no incide en el proceso de 
10 conservacion; tampoco se incluye el propelente) 

La actividad antimicrobiana se determina 
midiendo el halo de inhibicion producidos en los cultivos 
en placa de agar de las siguientes cepas: 

1 5 

Pseudomona aureoqinosa (ATCC nS 902 7) 
Staphylococcus aureas (ATCC n° 8739) 
Escherichia coli (ATCC n2 9027) 
Candida albicans (ATCC n2 10231) 
20 Aspergill us nicer (ATCC n° 16404) 



Las placas se incuban en estufa 18 horas a 37°C 
Se obtienen los siguiente resultados 

2 5 DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION 

(+13 mm disco muestra) 



MICROORGANISMO Muestra con 0,4% del Muestra Control 

ENSAYADO conservante ensayado (sin conservante) 

Staphylococcus aureus 30 13 

Pseudomonas aureoqinosa 28 13 

Escherichia coli 26 13 

Candida albicans is is 

Aspergillus nicer 20 13 
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Los resultados muestran claramente la eficacia: 
en las muestras control no se da halo de inhibicion (13mm 
no cuentan pues corresponde al disco central porta- 
muestras), mientras que aquellos que llevan conservantes 
lo producen en dimensiones considerables. 
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REIVINDICACIONBS 



1.- Procedimiento para la sintesis de tensioac- 
tivos cationicos derivados de la condensacion de acidos 
grasos con aminoacidos dibasicos esterif icados, de 
formula: 



(CH a )„ - CH 



donde : 

15 X" : puede ser : Br~, Cl~, HS 0«~ 
R a : es 

una cadena alquilica lineal de un acido o 
hidroxiacido graso saturado de 8 a 14 atomos de carbono 
20 unido al grupo a-araino del aminoacido a traves de un en- 
lace amidico. 

R 2 : puede ser un resto alquilico lineal o ramificado de 1 
a 12 atomos de carbono o aromatico. 



R 3 : puede ser 
- NH 3 



30 



- NH 
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- C = CH 

I I 
NH NH 




pudiendo variar n desde 0 hasta 4 

que comprende una primera etapa de esterif icacion de un 
10 aminoacido, caracterizado por el hecho de que en una 
segunda etapa tiene lugar la condensacion de un cloruro de 
acido graso con un derivado de aminoacido esterif icado. 

2. - Procedimiento, segun la reivindicaci6n 1, 
caracterizado por el hecho de utilizar aminoacidos diba- 

15 sicos, en particular L ( + ) arginina . 

3. - Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, ca- 
racterizado por el hecho de que la esterif icacion del 
aminoacido con alcoholes ci - CI 2, en particular etanol, 
tiene lugar anadiendo cloruro de tionilo sobre una suspen- 

20 sion de arginina en alcohol preparada a temperatura am- 
biente. 

4. - Procedimiento, segun la reivindiciacidn 1, 
caracterizado por el hecho de que la segunda etapa de 
condensacion de acidos grasos con el grupo amino de los 

25 aminoacidos dibasicos esterif icados se lleva a cabo uti- 
lizando el cloruro de dichos acidos grasos saturados de 8 
a 14 atomo de carbono o el cloruro de los hidroxiacidos de 
la misma longitud de cadena. 

5. - Procedimiento, segun las reivindicaciones 1 
30 o 3, caracterizado por el hecho de que la condensacion del 

cloruro del acido graso o del hidroxiacido con el ester 
del aminoacido tiene lugar en un medio acuoso alcalino. 

6. - Procedimiento, segun las rc-ivindicaciones 1 
o 5, donde el medio de reaccion se mantiene a pH entre 8 y 

35 io por adicion de hidroxido sodico. 
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7. - Procedimiento, segun las reivindicaciones 
anteriores, donde la separacion del producto obtenido se 
lleva a cabo por centrifugacion del crudo de reaccion, 
previo a juste de su pH a valores comprendidos entre 6 y 7 

5 mediante el uso de acido clorhidrico. 

8. - Aplicacion de los tensioactivos cationicos 
obtenidos por el procedimiento de las reivindicaciones 
anteriores, y en particular, el monoclorhidrato de la 
lauramida del ester etilico de la L(+) Arginina, para su 

10 utilizacion como agentes antimicrobianos en general. 

9. - Aplicacion de los tensioactivos cationicos 
obtenidos por el procedimiento de las reivindicaciones 1 
a 6 en los campos concretos de la industria alimentaria y 
agroalimentaria, en particular en la industria carnica y 

15 tambien veterinaria, detergencia, cosmetica y dermofar- 
macia . 

10. - Aplicacion de los tensioactivos cationicos 
obtenidos por el procedimiento de las reivindicaciones 1 
a 6 en cualquiera de sus formas de polvo, pasta, emulsion 

2 0 o suspension acuosas u en otro vehiculo y en disolucion 
acuosa o en el seno de disolventes varios, particularmente 
los glicoles. 
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